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T 細胞株への感染実験では、遺伝子挿入部位の解析において retrovirus ベクターよりも
foamy virus ベクターの方が遺伝子周辺に挿入する確率が有意に低かった。また、ベクタ
ーの治療効果を評価するために、γc欠損マウスの造血幹細胞に foamy virusベクターを用
いて γc 鎖を遺伝子導入し、γc 欠損マウスに移植する実験を行った。その結果、foamy 







  X 連鎖重症複合免疫不全症（X-linked severe combined immunodeficiency；以下






に必要な IL-15 や B 細胞機能に重要な IL-4 や IL-21 のシグナル伝達不全が、上述した
多彩な免疫不全症状を惹起する 1)（図１）。治療はヒト白血球抗原（human leukocyte 
antigen；以下 HLA）一致の同胞をドナーとする骨髄移植により、全生存率が 90%程度とな
る良好な成績が得られている。しかし、HLA一致の同胞ドナーを持たないSCID-X1患者で
は、移植片対宿主病や拒絶、T 細胞の選択的生着不全等により、生存率が 50%から 78%
に低下する 2, 3)。この適切なドナーを持たない患者に対して、骨髄移植の代替治療として遺
伝子治療が開発され臨床応用されてきた。 
 SCID-X1 に対する遺伝子治療は 1999 年から 2002 年にフランスのグループによって初





グロブリンの産生も確認され、RV ベクターを用いた遺伝子治療は SCID-X1 に対して有効
であることが明らかになった。 
































白血病発症によって長期間頓挫した SCID-X1 に対する遺伝子治療において、FV ベク
ターの将来的な臨床応用への可能性を検討することを目的とする。安全性の評価のため、ヒ
ト T細胞に対する γc-FVベクターによる遺伝子挿入部位の解析を行い、有効性の評価のた







FV ベクターのプラスミドは以下のように以前報告されている構造を使用した 17, 22, 23)。LTR
内の強力な転写促進因子である U3 領域を削除し、プロモーターとして UCOE（the 
ubiquitously acting chromatin-opening element；遍在性クロマチンオープニングエレメ
ント）が挿入されている。UCOE はヒト HNRPA2B1-CBX3 領域から制限酵素 BspEI と
Tth111I によって単離された。UCOE の下流にヒト γc（IL2RG）または EGFP（enhanced 
green fluorescent protein）の相補 DNAを組み込んで、FV-IL2RG と FV-EGFPを作成
した（図 2A）。 
 ベクター粒子は、293T 細胞にベクタープラスミドとヘルパープラスミド（pCiGS、pCiPS、
pCiES）を FuGENE HD（Roche Applied Science）を用いて遺伝子導入することにより産
生した 17)。培養上清は遺伝子導入の 48時間後に回収し、90分間 49,700gの遠心分離に
よって濃縮した。 
 γc-RVベクターはヒト γcの相補 DNA をプラスミド pMX-IRES-EGFP（コスモバイオ）のマ





時の培養には 10%FCS（fetal calf serum；牛胎児血清）を含む DMEM（Dulbecco's 




 γc欠損ヒト T細胞性白血病細胞株である ED40515(-)と、ED40515(-)に γcを強制発現さ
せた細胞株 EDγ-1624-26)を用いて実験を行った。これらの細胞株は 10%FCS、100 





 γc 欠損マウスは以前報告されたものを用いた 27)。NOD/scid 種由来の γc 欠損マウス
（NOG マウス）は実験動物中央研究所（川崎市）より購入した。いずれのマウスも東北大学
大学院医学系研究科付属動物実験施設にて、個別換気のケージで、無菌餌と無菌水を用







 雄の 6 から 8 週齢の γc 欠損マウスの大腿骨、脛骨、骨盤より骨髄を取り出し、
ACK(ammonium chloride-potassium)細胞溶解液で溶血処理をした。細胞をリン酸緩衝
液（Phosphate Buffered Saline；PBS）で洗浄し、ビオチン標識抗マウス B220 抗体、
Ter119抗体（いずれも BDバイオサイエンスで購入）、Dx-5抗体、Gr-1抗体、CD90抗体
（いずれも Biolegend で購入）を結合させ、抗ビオチンマイクロビーズ（Miltenyi Biotech）
にて磁気標識し、AutoMACS （Miltenyi Biotech、ドイツ）を用いて lineageマーカー陰性
の細胞を純化した。これらの細胞を stem cell factor 50 ng/ml、IL-3 5 ng/mL、IL-6 10 
ng/ml、Flt-3 ligand 5 ng/ml（全て和光純薬）を加えた StemSpan 培地（StemCell 
Technologies）で一晩培養した。その後 CH-296(Retronectin; 宝酒造)でコーティングさ
れたプレート上で、濃縮したFVベクター培養上清を加えてさらに 16時間培養した。遺伝子
導入された細胞は洗浄後、PBSで懸濁し 120 rad照射した 6～8週齢の雌NOGマウスに
1匹あたり 1～3×106個、経静脈的に投与された。移植後 8～12週後に、これらのマウスか
ら脾臓と末梢血を採取し、解析に用いた。 
 遺伝子導入効率を調べるために、ウイルスベクター感染後の lineage マーカー陰性の細
胞（1 × 103）を 2mLのMethocult メチルセルロース培地（Stem Cell Technologies）に懸





鎖反応（Polymerase Chain Reaction；PCR）法を用いて細胞内に存在する FVの DNA










ローナル抗体 （以下 、mCD3-APC の形式で記載する ） 、mCD4-APC 、 CD8- 
phycoerythrin（PE）、mNK1.1-PE、mB220-APC、およびmIgM-PEで染色した。これら
の抗体は BD バイオサイエンスより購入した。また、γc の発現の解析には、細胞にビオチン
標識抗ヒト γcモノクローナル抗体（eBioscience）を結合させ、PBSで洗浄した後に、APC標
識ストレプトアビジン（eBioscience）で処理した。染色後の細胞はフローサイトメーター





4-VI リン酸化 STAT5の解析 
 
  IL-2刺激依存的な STAT5のリン酸化を、過去の報告と同様にウエスタンブロット法で検
出した 25)。具体的には、IL-2刺激前に、FCSを0.02%まで減らした培地で細胞を12時間、
饑餓培養し、その後 IL-2 100ng/mL を加え 15 分間 37℃で刺激し、直ちに細胞溶解バッ
ファーで処理し、タンパク溶解液を作成した。これを SDS-PAGE で電気泳動し、フッ化ポリ
ビニリデン膜上にトランスファーした。3%ウシ血清アルブミン（Bovine serum albumin；
BSA）を含む Tween20 含有 Tris Buffered Saline（TBS-T）でブロッキングした後、一次
抗体として抗リン酸化 STAT5（pY694）抗体（Cell Signaling Technology）を結合させた。
これに horseradish peroxidase結合抗ウサギ IgG抗体を二次抗体として反応させ、ECL
（enhanced chemiluminescence）検出試薬によって検出した。 
  
4-VII T細胞増加能と IL-2産生の解析 
 
脾細胞を、IL-2存在下あるいは非存在下で、抗CD3抗体で刺激し、T細胞の増殖とサイ
トカイン産生を解析した。CD3刺激は、抗 CD3 mAb（モノクローナル抗体、クローン 2C11）
を 0.5 μg/mL、10 μg/mLの濃度に希釈し、プレート上に固相化して細胞を培養することに
より行った。IL-2 刺激は、100 ng/mL のヒト組み換え IL-2（PeproTech）を培地に添加して






カイン産生は、IL-2 は脾細胞を抗 CD3 抗体 48 時間後、インターフェロン γ（IFN-γ）は 72
時間後に培養上清を回収し、培養上清中の各サイトカイン濃度を OptiEIA ELISA kit 
(BDバイオサイエンス)を用いて測定した。いずれの実験も triplicateで行った。  
 
4-VIII Linker-mediated PCR 
 
ベクター挿入部位を検出するために、γc 遺伝子導入 ED40515(-)細胞のゲノム DNA にお
いて Linker-mediated PCR を施行した 9, 17)（図 3）。ゲノム DNA を制限酵素MseIで切
断 し 、 断 片 に MseI-Linker
（5′-GTAATACGACTCACTATAGGGCTCCGCTTAAGGGACGAGGCGAATTCCCTGAT
-3′, 5′-PO4-TAGTCCCTTAAGCGGAG-NH2-3′）を結合させた。その後、Linker 特異的プ
ラ イ マ ー 5′-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3′ と FV-LTR 特 異 的 プ ラ イ マ ー
5′-GTCTATGAGGAGCAGGAGTA-3′ ま た は RV-LTR 特 異 的 プ ラ イ マ ー
5′-TAACCAATCAGTTCGCTTCTCGCTT-3′を用いてPCRを行った。さらにLinker特異的
プ ラ イ マ ー 5′-AGGGCTCCGCTTAAGGGAC-3′ と FV-LTR 特 異 的 プ ラ イ マ ー
5′-CCTCCTTCCCTGTAATACTC-3′ ま た は RV-LTR 特 異 的 プ ラ イ マ ー
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5′-CTCAATAAAAGAGCCCACAACCCC-3′を用いて、nested PCR を行った。続いて PCR
産物をTOPO cloning kitのpCR2.1プラスミド（Life technologies Japan）に添付説明書の使用
法に基づいて挿入した。これを熱刺激によりコンピテントセル DH5αに導入し、形質転換さ
せた。18時間の培養後、各コロニーを採取し、滅菌水に懸濁した後 pCR2.1特異的プライマ
ー（kit添付）で direct colony PCRを行い、ベクター／ゲノムDNA接合部を増幅させ、シーク
エンス解析を行った。シークエンス解析には ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems）を用いた。得られたベクター／ゲノム DNA接合部の塩基配列について、UCSC 
(University of California, Santa Cruz) genome browser (http://genome.ucsc.edu/)
の BLAT（Blast Like Alignment Tool） softwareを使用し、ヒトゲノム上の位置を同定し
た。ベクター挿入部位から 30kb 以内に存在する遺伝子は the Atlas of Genetics and 
Cytogenetics in Oncology and Hematology database 























5-II ヒト T細胞株におけるウイルスベクター挿入部位の解析 
 
  ウイルスベクターのゲノム上の挿入部位の特性を解析するために、γcを発現するFVベク







に位置する頻度は、FVベクターは 13%、一方 RVベクターは 25%と、FVベクターが有意
に低かった（p=0.031）。挿入部位のより詳細な解析では、過去の報告に類似して 16, 17, 28)、
FVベクターは RVベクターと比較して、転写開始部位の近傍に挿入される頻度が少ない傾
向があった（図 4B）。続いて、ベクター挿入部位から 30kb以内に存在するがん関連遺伝子
について検討した。100 ヶ所の FVベクター挿入部位のうち、1 ヶ所において癌関連遺伝子
である TCF12の遺伝子内への挿入が見つかった。TCF12は細胞増殖の負の制御因子と












FV-IL2RG または FV-EGFPのいずれかを遺伝子導入した。感染効率はいずれも 33%か
ら 40%の範囲であった。続いて FVベクターを感染させた細胞を、γ線照射した NOGマウ
スに経静脈的に移植した。C57BL/6背景の γc欠損マウスは、週齢が進むと非機能性の
CD3陽性 CD4陽性細胞が出現することが知られているため、これらの細胞が出現しない
NOD/scid背景の γc欠損マウスであるNOGマウスを recipientに用いた。移植から 8週間後、
FV-IL2RGで遺伝子導入した細胞を移植したマウスの末梢血において T細胞が出現した
（データ提示せず）。フローサイトメトリー法による解析により、末梢血 CD8陽性 T細胞上に




















































































ト γc鎖を用いた過去のマウス SCID-X1遺伝子治療モデルにおいても NK細胞の再構築
不全が報告されている 35)。一方、マウス γc鎖を用いた遺伝子治療モデルでは、2 ヶ月以内
に NK細胞の再構築が認められている 36-38)。NK細胞の分化には IL-15が、T細胞と B
細胞の分化には IL-7を要するが、いずれのサイトカイン受容体も γcサブユニットを共有して
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図 1 γcを共有するサイトカイン受容体。γcはリンパ球の分化、増殖に不可欠である。 
 




子移入した細胞を IL-2で 30分間刺激し、リン酸化 STAT5モノクローナル抗体で検出した。 
 
図 3 Linker-mediated PCR法。FVまたはRVベクターの挿入部位を同定するため、(ⅰ)
～(ⅳ)の手順で操作した。 
 








図 5 in vivoにおける T細胞、B細胞の再構成。（A）FV-IL2RGで遺伝子導入された造血






図 6 in vivoで再構成した T細胞の機能。（A）レシピエントマウスの脾細胞の刺激反応性
の増殖。脾細胞を各濃度の抗CD3 mAbで刺激した。左図は IL-2刺激なし、右図は 1nMの
IL-2で刺激。刺激係数は FV-IL2RG レシピエントマウス脾細胞の 3H-チミジン取り込みの値
と FV-EGFPの値の比。1群あたり 4 または 5匹のマウスを用いて、刺激係数の平均±標準
偏差で表した。*p<0.05. **p<0.01。（B）レシピエントマウスの T細胞によるサイトカイン産生。
脾細胞を 10ng/mLの抗CD3 mAbで刺激し、48時間（IL-2）および 72時間（IFN-γ）培養
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